



































1. K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスの作製--------------- 
2. 試薬-------------------------------------------------------------------------------- 
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1. Cre 活性化による K-rasG12D発現の確認---------------------------------- 























4. K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスと      
K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウスの腫瘍組織像-------------------- 
5. 各遺伝型マウスにおける口唇組織の HE 染色像および 
サイトケラチン 14 と Ki67 免疫染色組織像---------------------------- 
6. 各遺伝型マウスにおける口唇組織の pERK、pAKT、 
γH2AX 免疫染色組織像---------------------------------------------------- 
































allele : 対立遺伝子（アレル） 
Cre：causes recombination enzyme （DNA 組み換え酵素） 
DMBA：7,12-Dimethylbenz[a]anthracene 
4EBP1：eIF4E-binding protein（eIF4e 結合タンパク） 
ERK：Extracellular Signal-regulated Kinase 
GSK3：glycogen synthase kinase-3（グリコーゲン合成酵素キナーゼ 3） 
HE：Hematoxyline and eosin（ヘマトキシリン・エオジン） 
4-HT：4-hydorxy tamoxifen（4-ヒドロキシタモキシフェン） 
IκB：Inhibitor κB 
K14：cytokeratin 14（サイトケラチン 14） 
MAPKKK：Mitogen-activated Protein Kinase Kinase Kinase 
NFκB：Nuclear-κB 
PCR：Polymerase chain reaction 
PPP：protein serine/threonine phosphatase 
PP6：serine/threonine phosphatase 6 
（セリン／スレオニンプロテインホスファターゼ６型） 








コードする Ppp6c はヒトを含む真核生物に広く保存されている。近年、Ppp6c 変異が
ヒト悪性黒色腫や基底細胞癌で高率に存在し、悪性黒色腫では B-raf または N-ras 変
異と Ppp6c 変異の２重変異を有する症例が全症例の約 10%に存在することが示され





肛門、手足に papilloma を形成し、その一部には squamous cell carcinoma の局在を認め
た。免疫組織化学的検査を加えた検討では K-rasG12D 誘導発現マウスと比べて２重変
異マウスでは細胞周期の亢進と細胞サイズの増大を認めた。さらに２重変異マウスで





























ーゼ（protein tyrosine phosphatase: PTP）、リン酸化セリン/スレオニン/チロシン残基に
特異的な二重特異性ホスファターゼ（dual specificity phosphatase: DSP）に分類される
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4) （表１）。この中でもセリン/スレオニンプロテインホスファターゼの PP6 は、特に
臨床面で注目されているプロテインホスファターゼである。PP6 は細胞内では触媒サ
ブユニットである Ppp6c と 2 種類の調節サブユニットが結合してヘテロ三量体で存在
する 5,6,7)（図 1）。また、Ppp6c はヒトを含む真核生物に広く保存されていることが知
られている。近年、この Ppp6c 遺伝子の体細胞突然変異がヒトのがんに関係した DNA
シークエンスのスクリーニングにより悪性黒色腫の約 10％8,9)、および基底細胞癌の
約 30％10)に存在することが報告された（図２）。悪性黒色腫で見出された Ppp6c の変
異はホットスポット変異として同定され 11,12)、これらの変異はタンパク質の機能や安
定性に関与する箇所で生じていた。さらにはその変異をもつ症例の多くが LOH(loss of 
heterozygosity)を伴っていた。これらは、Ppp6c の機能欠損がヒト悪性腫瘍の形成に深
く関与していることを示唆していた。別の重要な所見として、悪性黒色腫で Ppp6c 変
異を有する患者の組織では、その殆どで B-raf または N-ras 変異が見出された。一方
で、これまで悪性黒色腫のがん抑制遺伝子として知られる pTEN でも、同様に B-raf ま
たは N-ras 変異が見出された。ここで重要なことは、Ppp6c 変異と pTEN 変異が共存













本研究の先行研究として Hayashi et al.は皮膚発がんマウスモデルを作製し in vivo で
の Ppp6c の機能を研究した 21)。Ppp6c 欠損マウスは早期に胎性致死を示したため 22)、
Ppp6c を loxP で囲んだ Ppp6cflox/floxマウスを作製し、K14Cretamマウスと交配し、Ppp6c
コンディショナルノックアウトマウスを作製した。このマウスはタモキシフェンが投
与されると、特に皮膚表皮組織に多く存在するサイトケラチン 14 陽性ケラチノサイ
ト（K14 ケラチノサイト）において Cre 発現が誘導され、loxP で囲んだ部位に特異的
に相同組み換えが生じ、Ppp6c が欠損する 21)。このマウスを用いた２段階皮膚発がん
実験では、正常皮膚ではプロモーターと 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) の併
用により papilloma を形成するのに対し 23)、Hayashi et al.は Ppp6c 欠損皮膚では DMBA
を単剤投与するだけで papilloma が形成され、Ppp6c 欠損が DMBA 誘発 papilloma 発
生の素因となることを報告した 21)。また、Kato et al.は同じマウスを用いて紫外線（UVB）
照射による皮膚腫瘍形成実験を行い、UVB 照射に誘発された squamous cell carcinoma
の発生率が Ppp6c 欠損皮膚では高まることを報告した 24)。これら二つの研究により
Ppp6c の機能欠損はマウスにおける腫瘍プロモーターとして働く、すなわち Ppp6c が
がん抑制遺伝子であることが初めて証明された。 
 本研究では悪性黒色腫で認められた２重変異に注目した。先行研究で用いた皮膚発
がんマウスモデルに悪性黒色腫で認められた N-ras と同じファミリーである K-ras の
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活性型変異を加えることで、Ppp6c 欠損と変異型 K-ras 発現の誘導が可能な２重変異
マウスモデルを作製した。K-ras の活性型変異は、すべてのヒトがん種の３分の１に













































1. K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスの作製 
K-rasG12D遺伝子の intron 1 に、loxP 配列間に転写終結配列（stop）を配置した LSL-
K-rasG12D allele をヘテロに持つ LSL-K-rasG12D/＋マウス（C57BL/6）を Jackson Laboratory
から購入した 26)。このマウスと K14-CreERtam / Ppp6cflox/flox マウス 21)を交配させ K14-
CreERtam / LSL-K-rasG12D/＋/ Ppp6cflox/floxマウスを作製した（図３A）。作製した２重変異
マウスは 4-ヒドロキシタモキシフェン（4-HT）投与により皮膚表皮組織及びその他の
扁平上皮組織の基底細胞で K-rasG12D 発現と Ppp6c 欠損が誘導される。なお、LSL-K-
ras G12D allele をホモにもつ LSL-K-rasG12D/ G12Dマウスは、胎生致死をきたす。 
 
2. 試薬 
Cre の発現誘導に用いた 4‐ヒドロキシタモキシフェン（4-HT）は Tront Research 
Chemical（North York, Canada）より購入した。 
 
3. PCR 法による K-rasG12D allele の確認 
８週齢のマウスを用いた。LSL-K-rasG12D/＋から K-rasG12D への組換えの確認を K14-
CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスと K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウスで行
った。それぞれのマウスに 0.5mg の 4-HT を溶解した 0.1 ㎖の corn oil を１日１回５日
間連続して腹腔内投与し、K-rasG12D への組み換えを誘導した。投与は isoflurane によ
る全身麻酔下に行った。皮膚より抽出したゲノム DNA をテンプレートとして、以下




ライマー#c; 5’-AGCTAGCCACCATGGCTTGAGTAAGTCTGCA-3’を用いて PCR 法を
行った。野生型 K-ras の allele からは、プライマー#a と#b で 622bp の PCR フラグメ
ントとなる。LSL-K-rasG12Dallele からは、プライマー#a と#c で、500bp の PCR フラグ
メントとなる。したがって、LSL-K-rasG12Dallele をヘテロに持つマウスは、622bp と
500bp のフラグメントが見られる。一方で、Cre により LSL-K-rasG12Dallele から転写終
結配列が欠損すれば、プライマー#a と#b により 650bp のフラグメントが見られる。 
 
4. PCR 法による Ppp6c flox allele の確認 
８週齢のマウスを用いた。Ppp6c 欠損の確認を、4-HT 投与 K14-CreERtam / LSL-K-
rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウス、4-HT 未投与 K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウ
ス、Ppp6cflox/flox マウス、Ppp6c+/-マウスで確認した。4-HT の投与方法は前述３と同じ
である。皮膚より抽出したゲノム DNA をテンプレートとして、プライマーd; 5'-
TATCACGAGGCCCTTTCG-3’、プライマーe; 5’-TAGTGAACCTCTTCGAGG-3’を用い
て PCR を行った。Ppp6c の flox allele と exon4 欠損 allele から得られる PCR 産物の長
さはそれぞれ 768bp と 113bp となる。 
 
5. 腫瘍の発生率 
８週齢の K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウス 5 個体（雄 3 個体、雌 2 個体）、K14-
CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウス 10 個体（雄 5 個体、雌 5 個体）、コントロ









日数 X を day X として表す。 
 
6. 腫瘍の組織学的検査 
前述５の K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/flox マウスを安楽死させた時点（いず
れも day 20 以内）での口唇組織、手掌組織、外生殖器を採取した。組織は 10%リン酸
緩衝ホルマリン液で 16～24 時間浸漬固定を行った後、100%メタノールに置換した。
パラフィン包埋し、ヘマトキシリン－エオジン（H＆E）染色を実施した。観察には





たに８週齢の雌マウスを K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウス 12 個体、K14-CreERtam / 
LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/flox マウス 12 個体、K14-CreERtamマウス 12 個 を用意した。前
述３と同様の方法で 4-HT を腹腔内投与し、K-rasG12D 発現と Ppp6c 欠損を誘導した。
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day0、day4、day8、day12 で各遺伝子型のマウス 3 個体を安楽死させ、口唇標本を作
製した。安楽死後は速やかに全身の脱血を行い、10%リン酸緩衝ホルマリン液で全身
を潅流したのち、口唇組織を採取した。採取した組織は 10%リン酸緩衝ホルマリン液








Tissue Diagnostics K. K. （Basel, Switzerland）の Ventana XT system Discovery を用いて
行った（ただし抗 CK14 抗体を除く）。5μm 切片を脱パラフィン後、クエン酸緩衝液
CC2（cat. No. 950-123）にて賦活化処理を 8 分間実施した。一次抗体を滴定し、37℃
で 32 分間インキュベートした。二次抗体も 32 分間インキュベートした。クロモマッ
プキット DAB（cat. No. 760-159） を用いて発色し、核染色用試薬 HEMATOXYLIN Ⅱ
（cat. No. 790-2208）で 8 分間、炭酸リチウム試薬 BLUING REAGAENT（cat. No. 760-
2037）で 4 分間の対比染色を行った。 
抗 CK14 抗体を用いた検査に関しては、5μm 切片を脱パラフィン後、一次抗体を滴
定し室温で 1 時間インキュベートした。リン酸緩衝液で洗浄 3 回（各 5 分間）を行っ
た後、二次抗体を滴定し室温で 1 時間インキュベートした。リン酸緩衝液で洗浄 3 回
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（各 5 分間）を行い、DAKO（Glostrup, Denmark）の Liquid DAB+ Substrate Chromogen 
System（cat. No. K3468）で発色し、核の対比染色としてヘマトキシリンで 1 分間イン
キュベートした。以下に使用した一次抗体と二次抗体を示す。 
(ⅰ) 一次抗体：ウサギモノクローナル抗 Ki67 抗体（cat. No. 790-4286, Roche, Basel, 
Switzerland）希釈倍率 1000 倍。二次抗体：UltraMap anti-Rb HRP（cat. No. 760-4315, 
Roche, Basel, Switzerland）。 
(ⅱ) 一次抗体：ウサギモノクローナル抗 γH2AX 抗体（cat. No. #9718, Cell Signaling 
Technology, Danvers, USA）希釈倍率 200 倍。二次抗体：OmniMap anti-Rb HRP（cat. No. 
760-4311, Roche, Basel, Switzerland）。 
(ⅲ) 一次抗体：ウサギポリクローナル抗リン酸化 pan-Akt（Thr308）抗体（cat. No. 
ab38449, Abcam, Cambridge, UK）希釈倍率 50 倍。二次抗体：UltraMap anti-Rb HRP（cat. 
No. 760-4315, Roche, Basel, Switzerland）。 
(ⅳ) 一次抗体：ウサギモノクローナル抗リン酸化 Erk1/2 抗体（Thr202/Tyr204）（cat. 
No. #4370, Cell Signaling Technology, Danvers, USA）希釈倍率 400 倍。二次抗体：
OmniMap anti-Rb HRP（cat. No. 760-4311, Roche, Basel, Switzerland）。 
(ⅴ) 一次抗体：ウサギポリクローナル抗リン酸化 Erk1/2 抗体（Thr202/Tyr204）（cat. 
No. #9101, Cell Signaling Technology, Danvers, USA）希釈倍率 100 倍。二次抗体：
OmniMap anti-Rb HRP（cat. No. 760-4311, Roche, Basel, Switzerland）。 
(ⅵ) 一次抗体：ウサギモノクローナル抗リン酸化 4E-BP1 抗体（cat. No. #2855, Cell 
Signaling Technology, Danvers, USA）希釈倍率 1600 倍。二次抗体：OmniMap anti-Rb 
HRP（cat. No. 760-4311, Roche, Basel, Switzerland）。 
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(ⅶ) 一次抗体：ウサギモノクローナル抗リン酸化 S6 リボソームタンパク抗体（cat. 
No. #4858, Cell Signaling Technology, Danvers, USA）希釈倍率 400 倍。二次抗体：
OmniMap anti-Rb HRP（cat. No. 760-4311, Roche, Basel, Switzerland）。 
(ⅷ) 一次抗体：ウサギポリクローナル抗リン酸化 GSK3 抗体：（cat. No. #9331, Cell 
Signaling Technology, Danvers, USA）希釈倍率 50 倍。二次抗体：UltraMap anti-Rb HRP
（cat. No. 760-4315, Roche, Basel, Switzerland）。 
(ⅸ) 一次抗体：ウサギポリクローナル抗リン酸化 GSK3 抗体：（cat. No. #9331, Cell 
Signaling Technology, Danvers, USA）希釈倍率 50 倍。二次抗体：UltraMap anti-Rb HRP
（cat. No. 760-4315, Roche, Basel, Switzerland）。 
(ⅹ) 一次抗体：ヤギポリクローナル抗 CK14 抗体（cat. No. SC-17104, Santa Cruz 
biotechnology, Texas, USA）希釈倍率 200 倍。二次抗体：OmniMap anti-Gt HRP（cat. No. 
760-4647, Roche, Basel, Switzerland）。 
 
9．組織像の計測 
 顕微鏡観察に用いた組織画像を PC へ取り込み、基底細胞のサイズ、表皮組織の厚
み、表皮組織の水平方向の全長を測定した。基底細胞のサイズは各遺伝型マウスの代
表的な個体の口唇組織 HE 染色標本を観察し、基底膜に接し、連続して配列する細胞
100 個の各面積を National Institute of Health の Image J 1.47 (Maryland, USA)を用いて測
定することで求めた。表皮組織の厚みは各遺伝型マウスの各時点（day0、day4、day8、








陽性細胞数を水平距離で除することで、1mm あたりの Ki67 陽性細胞数と γH2AX 陽
性細胞数を求めた。水平距離の測定には Nihon Poladigital，K.K.のグラフィックソフ
ト canvas11（Tokyo, Japan）用いた。 
 
10．統計学的解析 
非担腫瘍個体の割合を示す曲線の作成とその統計学的解析は  Prism version 7 
（GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA）を用いた。他の統計学的解析は













1． Cre 活性化による K-rasG12D発現の確認 
K-rasG12D 発現を抑制している転写終結配列の有無を調べた PCR 法では、loxP 配列
間の転写終結配列が抜けたことを示す 650bp のバンドを K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ 
Ppp6cflox/floxマウスと K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウスのいずれでも認めており、い
ずれのマウスも K-RasG12Dが発現できる状態にあることを確認した（図３A、B）。 
 
2． Cre 活性化による Ppp6c 欠損の確認 
Ppp6c 欠損の有無を調べた PCR 法で Ppp6cflox/flox マウスでは 113bp のバンドを認め
なかったのに対し、Ppp6c+/‐マウスでは 113bp のバンドを認めた。K14-CreERtam / LSL-
K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスでは、4-HT 非投与個体では exon4 の 113bp のバンドを認
めなかったのに対し、4-HT 投与個体では 768bp と 113bp のバンドを認めた。以上よ
















これに対して K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウスは同時期にはいずれの部位にも腫
瘍発生を認めなかった（図４Aa,Ba）。初めて腫瘍発生を認めたのは day56 で、day80
に全個体（5 個体）で口唇と手足に腫瘍発生を認め、腫瘍発生時期に有意な差を認め




は認めず、その後も 1 年以上生存した。 
 
4． K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/flox マウスと K14-CreERtam / LSL-K-
rasG12Dマウスの腫瘍組織像 








の組織像を調べた（図７）。いずれも papilloma であった。 
なお、すべての組織標本には、悪性黒色腫や基底細胞癌の存在を認めなかった。 
 
5． 各遺伝型マウスにおける口唇組織の HE 染色像およびサイトケラチン 14 と Ki67
免疫染色組織像 
K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウス、K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウ
ス、および K14-CreERtamマウスの day12 における口唇組織像を比較した。図８A は各
遺伝型の代表個体の組織像を示す。K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D マウスとコントロー
ルの K14-CreERtamマウスの HE 染色像を比較したところ、両者は同様の組織像を呈し
ていた（図８Aa,b,d,e）。一方、K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/flox マウスでは表
皮の過形成を認め、その組織像は acanthosis を呈していた(図８Ac,f)。 
３つの遺伝型における基底細胞の断面積を比較したところ、コントロールの K14-
CreERtam マウスに対する K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D マウス細胞のサイズは 1 倍、
K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスでは 2.3 倍であり、２重変異マウスの
基底層におけるケラチノサイトのサイズ増大を認めた（図８B）。 
サイトケラチン 14陽性細胞は、コントロールのK14-CreERtamマウスとK14-CreERtam 
/ LSL-K-rasG12Dマウスでは基底細胞に認められた（図８Ag,h）33)。しかし K14-CreERtam 




Ki67 陽性細胞数は（図８Aj,k,l）、コントロールの K14-CreERtam マウスに対して、
K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウスでは1.6倍、K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/flox
マウスでは 6.1 倍であった（図８C）。 
口唇表皮の day0、4、8、12 の代表個体の組織の厚みを測定したところ、K14-CreERtam 
/ LSL-K-rasG12Dマウスの厚みは１２日間ほぼコントロールの K14-CreERtamマウスと同
様に変化しなかったのに対し、K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/flox マウスでは 4-
HT 投与前（day0）に比べて day4 では 2.3 倍、day8 では 24 倍、day12 では 42 倍と急
激に増大した（図８D）。 
 
6． 各遺伝型マウスにおける口唇組織の pERK、pAKT、γH2AX 免疫染色組織像 
 前述５と同じ個体のサンプルを用いた。図９A に示す通り、K14-CreERtam / LSL-K-
rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスでは、K-rasの下流の主要なシグナル伝達を担うAKTのT308
残基におけるリン酸化が促進していたが、別の主要なエフェクターである ERK の
T202/Y204 残基のリン酸化は K14-CreERtamマウスや K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウ
スと変わりなかった。 
 DNA 二重鎖切断（double-strand breaks: DSBs）のマーカーである γH2AX を発現し
た細胞は、K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/flox マウスの口唇表皮で多く認められ
た（図９A）。特にその割合はコントロールの K14-CreERtam マウスに対して、K14-
CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウスでは 6.9 倍、K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマ




7． 各遺伝型マウスにおける口唇組織の p4EBP1、pS6、pGSK3 免疫染色組織像 
 前述５と同じ個体のサンプルを用いた。AKT シグナルの下流に位置する 4EBP1 の
T37/46 残基のリン酸化が、K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスの表皮のほ
ぼすべての細胞で認められた（図１０左）。また、AKT シグナルの下流に位置する S6
タンパクの S235/236 残基のリン酸化もリン酸化 4EBP1 と同様な細胞が陽性となって
いた（図１０中）。AKT の直接の基質である GSK3 の S21/9 残基のリン酸化も、K14-


















本研究は K-rasG12D発現による腫瘍形成において Ppp6c の機能欠損がどのように影
響するかを検討した。Ppp6c 欠損と K-rasG12D発現がコンディショナルに誘導される
マウスを用いており、Ppp6c 欠損の割合に関しては、Hayashi et al.21)は組み換え率が
～70％であることを報告している。K-rasG12Dの組み換え率は、LSL を伴わない K-
rasG12Dのみが挿入されたマウスが存在せず、したがって K-rasG12D の 50％の組み換
え率を示す K-rasG12Dのヘテロ個体が存在しない。つまり 50％のバンドの基準が不明
な状態であるため、組み換え率を調べることは不可能である。以上より２重変異が
生じた細胞の割合は不明であるが、Cre は K14 プロモーターで支配されており、１
つの細胞内で１種類のプロモーターで支配された Cre 発現が二つの変異（Ppp6c 欠損
と K-rasG12D発現）を引き起こしているため、２重変異が生じていることに疑いの余
地はない。さらに、本研究で示した K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウスと、Hayashi 
et al.21)や Kato et al.24) の研究におけるコントロールとなる K14-CreERtam / Ppp6cflox/flox
マウスのそれぞれで腫瘍形成を認めていないことからも、本研究における２重変異
マウスの腫瘍形成には確かに K-rasG12Dと Ppp6c の二つの遺伝子が関与していたとい
える。 












する可能性を有する。Hayashi et al.21)や Kato et al.24) が行った先行研究では、有毛部で
ある背部皮膚に 4HT を塗った後、DMBA や UVB で刺激し、そこでの腫瘍発生を誘導




特異性を調べるためは Hayashi et al. 21)が行ったように 4-HT と DMBA を、Ppp6c 欠損
マウスの手掌や口唇などに塗布し、そこでの腫瘍発生時期を背部皮膚の腫瘍発生時期










と 1重変異マウス（K14-CreERtam / LSL-K-rasG12Dマウス）ではこれまでの報告 27)と同
様にサイトケラチン 14 陽性細胞は表皮組織の基底細胞に認められたのに対し、２重
変異マウス（K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウス）では基底層を超えて角
質層直下まで広く存在していた（図８Ag,h,i）。つまり２重変異マウスではケラチノサ
イトの分化異常が生じている可能性が考えられた。 
細胞増殖の指標となる Ki67 による免疫組織化学的検査では、Ki67 陽性細胞はいず
れもサイトケラチン 14 陽性細胞の分布と重なっていたことから、細胞増殖は遺伝子
変異が誘導された細胞で生じていた可能性が高いと考えられた（図８Aj,k,l）。また、
Ki67 陽性細胞数はコントロールマウスに比べて 1 重変異マウスで陽性細胞数が増加
していたが、２重変異マウスではさらに増加しており（図８C）、K-rasG12D により誘
発された細胞増殖が Ppp6c 欠損により促進されたことが示唆された。 
２重変異マウスの口唇腫瘍形成に至る分子生物学的メカニズムを解明するために、




た。つまり K-rasG12Dにより開始した ERK と AKT のシグナル伝達経路の中でも、Ppp6c
欠損は特に AKT のリン酸化に関与していた（図９A）。言い換えると K-ras のシグナ
ル伝達経路において、PP6 の作用タンパクが ERK の上流に位置する Raf、MEK では
26 
 
なく、K-ras から AKT までの間に存在する可能性を示した。これまで報告されている
AKT の基質の中には該当するものは無いため 7,28)、新たな基質の存在を示したと考え
る。quantitative phosphoproteomics を用いた最近の研究では Ppp6c 欠損によりリン酸化
ペプチドの数が 272 種類から 408 種類まで高まったことが示され、Arg-X-phospho-Ser
を持つリン酸化ペプチドが PP6 の基質であると報告された 29)。つまり AKT 経路の上
流に存在し、なおかつ Arg-X-phospho-Ser を持つタンパクが、PP6 の基質である可能
性が考えられ、その解明が今後の課題である。 
AKT シグナルの下流に位置し、細胞の成長を制御する因子である 4EBP1 と S6 タン
パクのリン酸化について検討した。両者のリン酸化は mRNA の cap-dependent 
translation 30)に必須のシグナルである。２重変異マウスでは 4EBP1 と S6 タンパクの
リン酸化がともに亢進しており、２重変異マウスの口唇表皮でタンパク質合成が活性
化していることが示唆された。また AKT の直接の基質でありアポトーシスに関連す
る GSK3 のリン酸化を調べたところ 31)、２重変異マウスの口唇表皮のほとんどすべて
の細胞で亢進しており、アポトーシスの回避が生じている可能性も示唆された。 
活性型 K-ras は活性酸素産生量を増やすこと 32)や活性酸素による DNA 損傷を引き
起こすこと 33)が報告されている。また変異型 N-ras の過剰発現は DNA 損傷の割合を
増やして DNA の 2 本鎖切断に対する非相同末端結合による不完全な修復を増やすこ
と 34)も報告されている。一方、PP6 は DNA 依存性プロテインキナーゼによる DNA の
相同組み換え修復（homology-direct repair: HDR）の中心的役割を担うことが報告され





異型 K-ras により生じた DNA 損傷が PP6 欠損により十分に修復されないことが示唆
され、変異型 K-ras により生じたゲノムの不安定性が Ppp6c 欠損によりさらに強まっ
たと考えられた。 
以上より２重変異マウスで認められた腫瘍形成は、K-rasG12Dの発現により誘発され
た ERK と AKT による腫瘍発生経路のなかでも、特に PP6 の機能不全が AKT リン酸
化を選択的に促進させることで、AKT の下流のエフェクターが亢進し、タンパク合成
や細胞の成長、アポトーシスの回避などが関わり合うことで生じたと考えられた。ま

























ケラチン 1、5、17 などで陽性率が高かったのに対し、サイトケラチン 14 陽性率が低
かったことが報告されている 37)。基底細胞癌の発生についてはサイトケラチン 1、5、
17 のプロモーターで Cre が発現するシステムで検討する必要がある。 
 K-ras は膵臓腺管癌（PDA）の 90％以下、大腸・直腸癌（CRC）の 50％以下、肺腺
癌（LAC）の 25％以下で変異していることが報告されている 25)。多くの抗 Ras 薬物
が PDA、CRC、LAC の治療薬として開発されてきたが、効果的な治療とは言い難い
25)。Ppp6c はいくつかの疾患の組織でエピジェネックな抑制を受けている。例えば乾
癬患者において NF-κB による miR-31 は Ppp6c を抑制し、表皮の異常増殖を促進する
38)。また、肝細胞癌が miR-373 発現により増殖する理由は、miR-373 により Ppp6c が
抑制されるためかもしれない 38)。つまり、増加した miRNAs が Ppp6c の 3’UTR に結
29 
 
合することで Ppp6c の発現が低下し、PP6 が機能不全となり、変異型 K-ras により誘
発された PDA、CRC、LAC を増悪させる可能性が考えられる。 









のケラチノサイト以外の K-ras 誘発腫瘍における Ppp6c 欠損と K-rasG12D 発現の影響、
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これまでにわかっている Protein phosphatase（PP6）の働きと、PP6 機能不全時の状
態を示した模式図 
（A）正常細胞における PP6 のヘテロ三量体構造とタンパク質のリン酸化・脱リン酸
化を示す。PP6 は触媒サブユニットである Ppp6c と調節サブユニットである SAPS
（Sit4p-associated proteins subunit）と ARS（ankyrin-repeat subunit）から構成される。正
常細胞におけるシグナル伝達はキナーゼによるタンパク質のリン酸化とホスファタ
ーゼによる脱リン酸化により厳密に調節されている。 




これまでに報告されている皮膚がんにおける Ppp6c 遺伝子変異 
（A）悪性黒色腫における Ppp6c 遺伝子変異（Hodis E et al. Cell, 2012 を一部改編）。
悪性黒色腫の 8％に Ppp6c 遺伝子変異を認め、その多くは B-raf または N-ras 遺伝子
変異を伴っていた。同様の 2 重変異が pTEN 遺伝子変異でも認められた。注目点とし
て Ppp6c 遺伝子変異と pTEN 遺伝子変異が互いに共存しないことが挙げられる。 
（B）基底細胞癌における Ppp6c 遺伝子変異（Bonilla X et al. Nature genetics, 2016 を一





4-HT による K-rasG12D発現または２重変異（K-rasG12D発現と Ppp6c 欠損）の誘導 
（A）Cre 活性化は、K-rasG12D allele から転写終結配列（stop）を、Ppp6c flox allele か
ら exon 4 を除去する。 
LSL-K-rasG12D allele は intron 1 に loxP-転写終結配列（stop sequence）-loxP が組み込
まれている。4-HT により活性化した CreERtamは loxP 配列で組み換えを行い、転写終
結配列が切り出される。その結果、下流の K-rasG12Dの転写が開始する。CreERtamはサ
イトケラチン 14（K14）プロモーターにより発現するため、これらの反応は、サイト
ケラチン 14 陽性細胞でのみ生じる。a、b、c はプライマーa、b、c の位置を示す。 
Ppp6cflox allele に一部である exon 4 が loxP に囲まれている。4-HT により活性化し
た CreERtamにより exon 4 が抜けることで、Ppp6c の欠損が生じる。ⅾ、e はプライマー
d、e の位置を示す。  ： loxP 配列。 ： exon 配列。  鋸歯状線：vector 配列。 
（B）ゲノム DNA PCR 法による転写終結配列の欠損の確認。 
プライマーa、b、c を用いて、マウス口唇組織から得たゲノム DNA の PCR を行っ
た。Lanes 1&2：4-HT 非投与(lane1)および投与（lane2）の K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D 
マウス DNA。Lanes 3&4：4-HT 非投与(lane3) および投与（lane4）の K14-CreERtam/LSL-
K-rasG12D/Ppp6cflox/flox マウスゲノム DNA。 PCR フラグメント 650 bp （プライマー
a/b）、622 bp（プライマーa/b）、そして 500 bp （プライマーa/c）は、それぞれ LSL-
K-rasG12D allele から転写終結配列が欠損した allele、野生型 K-ras allele、そして LSL-
K-rasG12D allele の DNA に由来する。 
（C）ゲノム DNA PCR 法による exon4(Ppp6c)欠損の確認。 
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プライマーd と e を用いてマウス口唇組織から得たゲノム DNA の PCR を行った。
Lane 1：Ppp6c flox/flox マウスのゲノム DNA。Lane 2：Ppp6c+/-マウスのゲノム DNA。
Lanes 3&4： 4-HT 非投与 (lane3) および投与（ lane4 ）の K14-CreERtam/LSL-K-
rasG12D/Ppp6cflox/flox マウスゲノム DNA。 PCR フラグメントの長さは 768 bp および
113 bp であり、それぞれ Ppp6cfloxおよび Ppp6c４Δアレルの DNA に由来する。 
 
図４ 4-HT 投与後１８日目における K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D マウスと K14-
CreERtam/LSL-K-rasG12D/Ppp6cflox/flox マウス 
















K14-CreERtam マウス（n=10）、 K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D マウス（n=5）、K14-
CreERtam/LSL-K-rasG12D/Ppp6cflox/flox マウス（n=10） に 4-HT を５日間（1 日 1 回）腹腔
内投与した（赤矢頭）。K14-CreERtam / LSL-K-rasG12D/ Ppp6cflox/floxマウスは投与開始か
ら８日目に全個体で口唇や肛門の肉眼的腫大を認めた。一方 K14-CreERtam / LSL-K-
rasG12Dマウスで初めて腫瘍発生を認めたのは投与開始から５６日目であり、最終的に
は全個体で口唇と手足に腫瘍発生を認めたものの、腫瘍発生時期に有意な差を認めた
（Log-rank test、＊＊＊：p<0.001）。K14-CreERtam マウスに腫瘍発生は認めなかった。 
 
図６ K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D/Ppp6cflox/flox マウスの腫瘍組織像 
（A）各部位の腫瘍組織像 
口唇、手掌、外生殖器のいずれでも papilloma を認めた（a,b,c,d）。スケール：500μm。 
（B）図３Ab で示した個体の口唇組織像。 
papilloma（a）の中に SCC の発生を認めた（四角で囲んだ領域）。SCC の拡大図（b）
では 6 つの核分裂（楕円で囲んだ細胞）のうち 4 つで異常核分裂（白楕円で囲んだ細












図８ 各遺伝型における口唇組織の HE 染色像およびサイトケラチン 14 と Ki67 免
疫染色組織像 
（A）HE 染色の弱拡大像（a,b,c）と強拡大像（d,e,f）、抗サイトケラチン 14 抗体染
色像（g,h,i）および抗 Ki67 抗体染色像（j,k,l）を示す。K14-CreERtam マウス（上）、 
K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D マウス（中）、K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D/Ppp6cflox/flox マウ
ス（下）の 4-HT 投与後１２日目の代表的個体の口唇組織を用いた。K14-CreERtam/LSL-
K-rasG12D/Ppp6cflox/flox マウスでは acanthosis を認めた。hyperkeratosis が毛孔内(hair 
follicle）にも及び角栓となり、hair の菲薄化や脱落、sebaceous gland の減少を認めた。
また、サイトケラチン 14 陽性細胞と Ki67 陽性細胞の増加を認めた。スケール：500μm
（弱拡大）、100μm（強拡大）。 
（B）口唇皮膚の基底細胞のサイズ。 
HE 染色の強拡大像にて、各サンプル 100 個の細胞面積を測定した。平均値±標準誤
差を示す（Student T-test、＊＊＊：p<0.001、n.s.：non-significant）。 
（C）各遺伝型マウスの口唇幅 1mm における Ki67 陽性細胞数。 
各遺伝型マウス 4 個体から得た平均±標準誤差を示す（Student T-test、＊：p<0.05）。 
（D）4-HT 投与後の口唇表皮組織の厚みの経時変化。 
各時点での代表的な個体の口唇表皮 10 か所の厚みの平均値±標準誤差を示す。 
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図９ 各遺伝型における口唇組織の pERK、pAKT、γH2AX 免疫染色組織像 
（A） 口唇組織の免疫組織学的検査。 
抗リン酸化 ERK（T202/Y204）抗体、抗リン酸化 AKT（T308）抗体、抗 γH2AX 抗体
による免疫染色像を示す。K14-CreERtam マウス（上）、 K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D マ
ウス（中）、K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D/Ppp6cflox/flox マウス（下）の 4-HT 投与後１２
日目の代表的個体の口唇組織を用いた。スケール：100μm。 
（B）各遺伝型マウスの口唇幅 1mm における γH2AX 陽性細胞数。 
各遺伝型マウス 4 個体から得た平均±標準誤差を示す（Student T-test、＊：p<0.05 、
n.s.：non-significant）。 
 
図１０ 各遺伝型における p4EBP1、pS6、および pGSK3 免疫染色組織像 
抗リン酸化 4EBP1（T37/46）抗体、抗リン酸化 S6（S235/236）抗体、抗リン酸化 GSK3
（S21/9）抗体による免疫染色像を示す。K14-CreERtam マウス（上）、 K14-CreERtam/LSL-
K-rasG12D マウス（中）、K14-CreERtam/LSL-K-rasG12D/Ppp6cflox/flox マウス（下）の 4-HT
投与後１２日目の代表的個体の口唇組織を用いた。スケール：100μm。 
 
図１１ K-ras シグナル伝達経路への PP6 機能不全の影響を示した模式図。 
PP6 機能不全は AKT のリン酸化を選択的に亢進しており、K-ras～AKT 間に PP6 の基
質が存在することを示唆する。 
AKT 下流の p4EBP1 と pS6 の増加はタンパク合成を、pGSK3 の増加はアポトーシス
























Ser/ThrP ：リン酸 SAPS ：SAPS domain （調節領域）


























Deep DeletionAmplification Truncating Mutation Missense Mutation
(Bonilla X et al. Nature genetics, 2016を一部改編)
A 悪性黒色腫におけるPpp6c遺伝子変異
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